TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

TESTIS TORSIYONU ILE OLUSTURULAN
DOKU HASARINA KARSI N-ASETIL
SISTEIN’IN UZUN DONEMDE ETKISININ
INCELENMESI

Akin BODUR

YUKSEK LISANS TEZI

Dog¢. Dr. Ahmet ALVER

TRABZON-2012






TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

TESTIS TORSIYONU ILE OLUSTURULAN
DOKU HASARINA KARSI N-ASETIL
SISTEIN’IN UZUN DONEMDE ETKISININ
INCELENMESI

Akin BODUR

YUKSEK LISANS TEZI

Dog¢. Dr. Ahmet ALVER

TRABZON-2012



ONAY

Bu tez Yiiksek Lisans Tezi Standartlarina Uygun Bulunmustur

Prof. Dr. Asim OREM

T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkani1

Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya
Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans 6grencisi Akin BODURun hazirladig: “ Testis Torsiyonu
ile Olusturulan Doku Hasarmna Karsi N-Asetil Sistein’in Uzun Doénemde Etkisinin
Incelenmesi” baslikli tez KTU Lisansiistii Egitim - Ogretim ve Sinav Y®dnetmeliginin
ilgili maddeleri uyarinca kapsam ve bilimsel kalite yoniinden degerlendirilerek Yiiksek

Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Danisman  Dog. Dr. Ahmet ALVER

Yiiksek Lisans Smavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Yiiksel ALIYAZICIOGLU

Dog. Dr. Ahmet ALVER

Yrd. Dog. Dr. Sermet YILDIRMIS

Tarih: .../.../201..

Bu tez KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun ..../.../.... tarih ve ...
sayil1 karariyla onaylanmistir.
Prof. Dr. Ahmet KALKAN
Saglik Bilimleri Enstitiisii Muidiirti



BEYAN

Bu tez c¢aliymasmin KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzu
standartlarina uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara bagl kalinarak
gerceklestirilmis 6zgilin bir bilimsel arastirma eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez
calismasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklarin
kaynaklar listesinde yer aldigini, tezin ¢alisilmasi ve yazimi asamalarinda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

28.05.2012

AKIN BODUR



TESEKKUR

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum bu calismada, degerli katkilarindan dolay1
oncelikle danisman hocam Dog¢. Dr. Ahmet ALVER olmak {izere bilgilerinden
faydalandigim saygideger hocalarim Prof. Dr. E. Edip KEHA, Prof. Dr. Asim OREM,
Prof. Dr. Orhan DEGER, Prof. Dr. Yiiksel ALIYAZICIOGLU, Dog. Dr. Birgiil
VANIZOR KURAL, Yrd. Dog. Dr. Fulya BALABAN YUCESAN ve Yrd. Dog. Dr.
Ahmet MENTESE ye; histopatolojik degerlendirme asamasindaki katkilarindan dolay1
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Dog. Dr. Esin YULUG’a,
lisansiistii egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim ve tez
calismalarimda benden yardimlarmi esirgemeyen arkadaslarim Ars. Gor. Cemil
KAHRAMAN ve Ars. Gor. Diler US’a, ayrica her konuda yanimda olan ve tez
calismalarimda yardimlarmi esirgemeyen degerli arkadasim Imran INCE’ye, Saglik
Bilimleri Enstitiisii ¢alisanlarina, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki tiim
arkadaslarima ve omrii hayatim boyunca maddi manevi her konuda bana destek olan

aileme tesekkiir etmeyi bir borg bilirim.

Akin BODUR



ICINDEKILER

KABUL ve ONAY

BEYAN

TESEKKUR

KISALTMA, SIMGE ve FORMULLER DiZiNi

1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS ve AMAC

4. GENEL BILGILER

4.1. Oksidatif Stres Biyokimyasina Genel Bakis ve Oksidatif Stresin
Infertilite ile Tliskisi

4.2. Testis Torsiyonu

4.3. Iskemi-Reperfiizyon Hasar

4.4. Tek Tarafh Testis Torsiyonu ve Fertilite

4.4.1. Tek Tarafh Torsiyonun Kontralateral Testise Etkisi

4.5. Antioksidan Enzimler

4.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

4.5.2. Katalaz (CAT)

4.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

4.6. NAC ve Antioksidan Ozellikleri

4.7. Glutatyon ve Biyolojik Onemi

5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

5.2. Yontemler

5.2.1. Numunelerin Toplanmasi

5.2.2. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimii

5.2.3. Protein Tayini

vi

Sayfa

iv

viii

DN N W N

11
12
13
14
15
15
15
17
18
18
18
19
20
20
20
22



5.2.4. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

5.2.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Tayini
5.2.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini
5.2.7. GSH Olciimii

5.2.8. Histopatolojik Yontem

5.3. Kullanilan istatistiksel Yontemler

6. BULGULAR

6.1. MDA Seviyesi Ol¢ciim Sonuclar

6.2. SOD Aktivite Ol¢ciim Sonuclar

6.3. CAT Aktivite Ol¢iim Sonuclan

6.4. GPx Aktivite Ol¢iim Sonuclar

6.5. GSH Ol¢iim Sonuclan

6.6. Histopatolojik inceleme

7. TARTISMA ve SONUC

8. SONUC ve ONERILER

9. KAYNAKLAR

10.ETiK KURUL ONAYI

11. OZGECMIS

Sayfa

24
26
26
29
30
31
32
32
34
36
38
40
42
49
55
56
63
64

vil



viil

KISALTMA, SIMGE ve FORMULLER DIiZiNi

Kisaltmalar

CAT
FMLP
GPx
GSH
GSSG
GR
HPLC
NAC
NADPH
NOX 5
ROS
SOD
TFA
X0

Formiiller

0,
0,
OH.
ROO.
H,0;

Katalaz

N-formil metiyonin-16sin-fenilalanin
Glutatyon peroksidaz

Indirgenmis glutatyon

Okside glutatyon

Glutatyon rediiktaz

Yiiksek performansli stvi kromatografisi
N-Asetil Sistein

Nikotin adenin diniikleotit fosfat
NADPH oksidaz

Reaktif oksijen tiirleri

Stiperoksit dismutaz

Trifloroasetik asit

Ksantin oksidaz

Oksijen molekiilii
Stiperoksit anyonu
Hidroksil radikali
Peroksil radikali
Hidrojen peroksit



OZET

Testis Torsiyonu ile Olusturulan Doku Hasarina Karsi1 N-Asetil Sistein’in
Uzun Dénemde Etkisinin incelenmesi

Testis torsiyonu yenidoganlar, ad6lesanlar ve ¢ocuklarda goriilebilen iirolojik bir
vakadir. Testis torsiyonu tedavisinde testislerde kalici hasar olusmasini engellemek
amaciyla testisler cerrahi miidahale ile detorsiyone edilmektedir. Bazi1 ¢aligmalarda
NAC’m testis torsiyonu ile olusan iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu etkisi
gosterilmistir. Ipsilateral ve kontralateral testislerde uzun dénemde olusan degisimlerin
etkileri ele alindiginda, bu etkilerin testislerdeki fonksiyon kayb1 sonucunda fertiliteyi
etkiledigi gorilmiistiir. Bu calismada, torsiyonu takiben uygulanan NAC’mn uzun
donemde testisler lizerine etkisinin olup olmadigini antioksidan enzim aktivitelerini
Olcerek ve histopatolojik olarak arastirildi. Calismada 18 adet Sprague-Dawley irki
ratlar lic gruba ayrilarak kullanildi. Birinci gruba sadece laparatomi yapildi ve iki ay
sonra grubun doku drnekleri alind1. Ikinci grupta, sol testis 720° torsiyone edildi, dort
saat sonra detorsiyone edildi ve iki ay sonra grubun doku ornekleri alindi. Uciincii
grupta, sol testis 720° torsiyone edildi, dort saat sonra detorsiyone edildi, detorsiyondan
30 dk once ve takip eden bes giin boyunca 20 mg/kg dozunda NAC uygulandi,
reperfiizyondan iki ay sonra grubun doku &rnekleri alindi. Iki ay sonunda her ¢ikarilan
sol ve sag testis dokularmin MDA, GSH miktar1 ve SOD, CAT ve GPx aktivite
Olgtimleri yapildi. Alinan doku orneklerinde histopatolojik incelemeler de yapildi. Sol
testisteki MDA konsantrasyonu kontrol grubuna gore iskemi ve NAC gruplarinda daha
diisiik bulundu (p<0.05). Sol testisteki iskemi ve NAC gruplarinda CAT aktivitelerinde
yiikseklik gozlendi (p<0.05). Ayrica sag testiste GPx aktivitesi yiiksek bulundu
(p<0.05). Histopatolojik degerlendirmelerde NAC uygulamasinin doku hasarinin

engellenmesinde basarili oldugu gozlendi.

Sonug olarak testis torsiyonu ile olusan doku hasarinin uzun dénemdeki etkilerini
degerlendirmede antioksidan enzim aktivitelerinin tek basma yeterli olmadigina ve

NAC uygulamasinin da bu aktiviteler iizerinde bir etkisi bulunmadig1 kanaatine varilda.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan Enzimler, GSH, iskemi-reperfiizyon, MDA, oksidatif

stres



SUMMARY

Investigation of Long Term Effects of N-Acetylcysteine Against Tissue Injury
Induced by Testicular Torsion

Testicular torsion is a urological emergency which is seen in newborns, children
and adolescents. In testicular torsion treatment, surgical detorsion is applied to prevent
permanent testicular tissue injury. Some studies showed that NAC has a protective
effect against ischemia-reperfusion injury induced by testicular torsion. In the view of
the effects of long term alterations on contralateral and ipsilateral testis, the changes in
testicular function and eventual reduction fertility. In this study, we investigated
whether the NAC treatment following torsion has long term effects on testes by means
of antioxidant enzyme activities and histopathological investigation. 18 rats were
divided into three groups. First group, the rats were subjected to laparotomy and two
months later all testis tissues were collected. Second group, rats left testis was subjected
to unilateral torsion (720 degree), four hours later left testis tissue was subjected to
detorsion, and then two months later all tissues were collected. Third group, the rats left
testis was subjected to unilateral torsion (720 degree), four hours later left testis was
subjected to detorsion. To this group, NAC was given 30 minutes before the detorsion
and daily for five days following detorsion. Then after reperfusion all tissues were
collected. Parts of both left and right testis tissues were used to measure MDA, GSH
quantity and they were used to determine SOD, CAT, GPx activity. Rest of the tissues
were used for histopathological examination. In left testis tissue, MDA concentration
were found to be lower in ischemia and NAC groups when compared to the control
group (p<0.05). In left testis tissue, CAT activity were observed to be highest in
ischemia and NAC groups (p<0.05). In addition, in right testis tissue, GPx activity were
found high (p<0.05). In histopathological evaluation, the administration of NAC
prevented the tissue damage.

In conclusion, in evaluation of long term effect of N-Acetylcysteine on tissue
injury induced by testicular torsion, antioxidant enzyme activities alone were not

sufficient and the administration of NAC was not effective on antioxidant enzymes.

Key Words: Antioxidant enzymes, GSH, ischemia-repefusion, MDA, oxidative

stress



3. GIRIS ve AMAC

Testis torsiyonu addlesanlar, yenidoganlar ve cocuklarda goriilebilen, iskemi
sonucu infertilite ve subfertiliteye sebep olabilen iirolojik bir vakadir. Torsiyona
ugramis testisinde ilk 6nce vendz dolasim takip eden siirecte de arteriyal dolasim
bozulur. Kan dolagimindaki bozulma ile dokuda iskemi gelisir ve iskemik siirecin
uzamasma bagli olarak nekroz olusur (1). Testislerdeki doku hasari, temel olarak
iskeminin uzamasma bagli olmasma ragmen, iskemiyi takiben olusan reperflizyon
siiresi de 6nemli rol oynamaktadir. Ciinkii iskemik dokunun reperflizyonu sonucu

serbest oksijen tiirlerinin iiretimini arttirdig1 belirlenmistir (2,3).

Testis torsiyonu tedavisinde kalict hasarin olusmamasi i¢in testisler cerrahi
miidahale ile detorsiyone edilmektedir. Testislerin detorsiyone edilmesi esnasinda
dokularda reperfiizyon hasar1 da olusmaktadir. Testis torsiyonunun tedavisi ve
reperflizyon hasarinin engellenmesi arastirmalarinda allopurinol, garlik asit ekstrakti,
resveratrol, erdostein ve N-asetil sistein (NAC) gibi maddeler testislerdeki iskemi-
reperflizyon hasarii 6nleme amacli kullanilmistir (4). NAC tiyol grubu iceren kiiciik bir
molekiildiir. 1960’larda mukolitik 6zellikleriyle tanitilmistir. 1960’lardan sonra, serbest
radikalleri temizleyen bir ajan ve glutatyonun Onclisii olarak goérev yapmasinin
kesfedilmesinin ardindan NAC’in antioksidan 6zelligi ortaya konulmustur (5).
Stilthidril grubu kaynagi olarak NAC, GSH sentezini uyarir, glutatyon-S-transferaz
aktivitesini arttirr, detoksifikasyonu destekler ve reaktif oksijen tiirlerine dogrudan etki

eder (6).

Tek tarafli torsiyondan sonra ipsilateral (torsiyonun gergeklestigi testis) ve
kontralateral (torsiyona ugramamis, karsi taraf testis) testislerde olusan degisimlerin
uzun donem sonuglari testis fonksiyonlarini ve sonucunda fertiliteyi etkileyebilir (7).
Deneysel torsiyon caligmalarinda, kullanilan deney hayvanlar1 ve tiirleri, torsiyon
derecesi ve torsiyonun siiresindeki farkliliklar sonucu, ipsilateral testisteki doku
hasarmin kontralateral testis fonksiyonlar1 tizerindeki etkileri yoniinden farkli sonuglar
ortaya konmustur. Ancak, immunolojik ve refleks vazokonstruktér mekanizmalarla

kontralateral testiste de fonksiyon kaybi oldugu genel olarak kabul gormiistiir (8,9).



Boliimiimiizde 2006 yilinda yapilan akut donem caligmanin (10) sonucunda, testis
dokusunun reperflizyonu esnasinda NAC’m lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi, MDA
seviyelerini diislirdiigii ve testisteki histopatolojik hasari onledigi belirlenmistir. Bu
calismada, 720° ve 4 saat siiren torsiyonu takiben uygulanan NAC’1n, uzun dénemde
ipsilateral ve kontralateral testisler {izerinde etkisi olup olmadig1 oksidatif stres
belirtecleri, antioksidan enzim aktiviteleri Olgiilerek ve histopatolojik olarak
degerlendirilmistir. Ayrica yaptigimiz c¢alismada asagidaki sorulara cevap aranmaya
calisiimastir.

1. Uzun donem testis torsiyonunda NAC, ipsilateral testisteki oksidatif hasari
giderilebilir mi?

2. Antioksidan enzim Ol¢limleri uzun donem testis torsiyonundaki hasari
gostermede yeterli midir?

3. Uzun donem testis torsiyonunda NAC’m kontralateral testisin korunmasinda

etkisi var midir?



4. GENEL BIiLGIiLER

4.1. Oksidatif Stres Biyokimyasina Genel Bakis ve Oksidatif Stresin
Infertilite ile iliskisi

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerinde paylasilmamis elektron
iceren molekiillerdir. Serbest oksijen radikalleri, hiicre metabolizmasmm olagan
iirinleridir. Viicut enerjisinin biiyilk kismi O;’nin suya indirgenmesi ile eslesmis
oksidatif fosforilasyon ile iiretir. Bu islem sirasinda, serbest radikaller meydana gelir
(11). O, formuna bir elektron eklendiginde O,.” olusur, bu anyon reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’nin primer seklidir. O,.” dogrudan veya dolayli (metal katalizli ve enzimatik
reaksiyonlarla) olarak sekonder ROS’a doniisebilir. Sekonder ROS’lara 6rnek olarak
OH. , ROO. ve H,O; verilebilir. Serbest radikal ve ROS terimleri genelde birbirinin
yerine kullanilir ancak tiim ROS’lar serbest radikal degildir (12). Ornegin, H,O, ROS

olmasina ragmen serbest radikal degildir. Ciinkii paylasiimamis elektron igermez.

Azottan tiliretilmis serbest radikallerde bulunur. Bunlar nitréz oksit (N,O),
peroksinitrit (ONOOQO"), nitroksil anyonu (NO") ve peroksinitroz asittir (HNOs). Serbest
radikallerin katildiklar1 kimyasal reaksiyonlar arastirilmaktadwr. Membranlarda
lipidlerin, proteinlerde aminoasitlerin ve niikleik asitlerde karbohidratlarin oksidasyonu
bu kimyasal reaksiyonlar arasindadir (13). Baslica ROS molekiilleri ve metabolizmalari

Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Baslica ROS molekiilleri ve metabolizmalar1 (Nordberg’den,14)

ROS molekiilii Ana kaynagi Enzimatik Uriin(ler)

savunma sistemi

Siiperoksit (0,.) Aktive fagositoz SOD H,0;, + O,
Ksantin oksidaz

Flavoenzimler
Hidrojen peroksit  Ksantin oksidaz GPx H,0 +GSSG
(H20,) NADPH oksidaz CAT H,0 + O,
Hidroksil radikali  Fe veya Cu tarafindan
(OH.) (Fenton reaksiyonu ile)




ROS iiretimi antioksidan savunma sistemininin kapasitesini astiginda oksidatif
stres meydana gelir ve bu da hiicre hasarina neden olur. Insan viicudu ROS hasarindan
korunmak i¢in bir¢ok antioksidan strateji gelistirmistir. Bu durum, hiicre hasari
olmaksizin normal oksidatif metabolizmanin siirdiiriilebilmesi i¢in 6dnemlidir. Ancak
normal oksidatif metabolizmanin ¢aligmasinda da infeksiydoz patojenlerin yikimi ve

intraselliiler haberlesme gibi ROS-aracili hiicresel cevaplar olusabilir (11).

Stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin testislerdeki koruyucu ozelligi ile ilgili
olarak sertoli ve germ hiicrelerinden tretilen SOD formu olan ekstraselliiler SOD
(SOD-Ex)’dan bahsetmek gerekir (15). SOD-Ex sitozolik formundan molekiil agirlig1
ve aminoasit bilesimi bakimindan ayrilir. SOD-Ex dokularin ekstraseliiler matriksinde
lokalize olmustur. Testisteki SOD-Ex seviyesinin diisiik olmas1 serbest radikal indiikli
hasara kars1 duyarli olan bu organin, testikiiler fonksiyonlarmnin zarar gérmesine neden

olur, bu durum da homeostazda kayipla sonuglanir (16).

Glutatyon peroksidaz (GPx) ailesi testis, prostat, vas deferens, epididimis ve
spermatozoalarin tiimiinde lokalize olmustur (17). Testiste GPx’in bazi izoformlar1
bulunur. Bu izoformlardan en onemlisi fosfolipid hidroperoksit GPx (PHGPx)’tir.
Ayrica testiste ylksek aktivite gosteren PHGPx Se bagimli oldugundan, bu enzimin
testikiiler fonksiyonlara destegi erkek fertilitesi iizerine Se eksikliginin etkisi Ol¢iilerek

de anlasilabilir (18).

4.2. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu tip literatiiriinde ilk kez 1810 yilinda tanimlanmig olan genellikle
yenidoganlar, c¢ocuklar ve addlesanlarda goriilen acil miidahale gerektiren iirolojik
vakadir (19,20). 25 yas alt1 erkeklerde goriilme sikligi senede 1/4000°dir. Testis
torsiyonu dogumla 77 yas arasindaki erkeklerde goriilmesine ragmen siklikla yasamin

ilk yillarinda ve puberte doneminde (tiim torsiyonlarin %65°1 kadar) goriiliir (19).

Testis torsiyonu ekstravaginal ve intravaginal olmak iizere iki sekilde olur.

Yenidoganlarda daha ¢ok ekstravaginal torsiyon goriiliirken, ¢ocuklar ve addlesanlarda



ise intravaginal torsiyon goriilmektedir. Intravaginal torsiyon tunika vaginalisin
distalinde spermatik kordun déonmesiyle olusur (21). Tunika vaginalisin testisi anterior
ylizeyinden kismen sarmasi, epididimin posteriorda skrotuma tutunmasi ve epididimin
testise yapisik olmasi testisin hareketliligini saglamakla birlikte testisin tunika vaginalis
icindeki kismi stabilizasyonu da saglanmis olur (21,22). intravaginal torsiyon genellikle
bilateraldir (23). Neonatal donemde 6nceden veya yakin zamanlarda inmis testis ve
testisleri kaplayan kisim skrotum iginde hareketlidir. Yenidogan grubunda kord ve
testisleri kaplayan kisim topluca donebilir. Bu durum ekstravaginal torsiyon olarak ifade
edilir. Erken yaslarda bu tip torsiyon siklikla goriilmesine ragmen bu yas grubunda
intravaginal torsiyon da goriilmektedir (24). Yenidoganlarda yapilan ¢alismada testis
torsiyonunun yaklasik %72’sinin prenatal ve %28’inin postnatal torsiyon oldugu

belirlenmistir (25).

Testis torsiyonunun tedavisinde kalic1 hasar olusmadan acil testis detorsiyonu ile
testisteki kan akiminin tekrar saglanmas1 amaglanmaktadir (26). Ameliyat ile detorsiyon
edilen testiste reperflizyon sonrast hasarlanma devam etmektedir. Reperfiizyon
sonrasinda olusan bu hasardan testiste olusan iskemik hasara ek olarak reperfiizyon
hasar1 da sorumlu tutulmaktadir. Testikiiler hasar1 belirlemede iki faktér onemlidir.
Bunlardan ilki, semptomlarin baslangic zamani ile detorsiyon zamani arasindaki siiredir.
Digeri ise kordun donme derecesidir (27). Testislerdeki hasarlanma temel olarak
iskeminin uzamasma bagli olmasma ragmen reperflizyon siiresi de Onemli rol
oynamaktadir. Cilinkii iskemik dokunun reperfiizyonu serbest oksijen tiirlerinin
iretimini arttrmaktadir (1,3). Yapilan arastirmalar sonucu iki farkli cerrahi prosediir
tavsiye edilmektedir: Bu tavsiyelerden biri detorsiyon ve ipsilateral testisi koruma (28),
digeri ise orsiektomi ile kontralateral fonksiyonu ve fertiliteyi korumaktir (29). Yapilan
farkli caligmalarda ise, semptomlar1 6 saatten kisa olan hastalarin ¢ogunda testis
morfolojik acidan normal tespit edilmistir fakat bu silirenin uzamasit durumunda ise

testisteki kalic1 hasarlanmanin arttig1 goriilmiistiir (30).

Testis torsiyonu ve detorsiyonu tipik bir iskemi-reperflizyon durumu olup ana
patolojik olay torsiyona bagli iskemi-reperflizyonun neden oldugu reaktif oksijen ve

nitrojen tiirlerinin yaptigr doku hasaridir (31). Testisler reaktif oksijen tiirlerinin yol



actig1 hasara karsi oldukca duyarlidir (8). Reaktif oksijen tiirleri genis kategorideki
molekiiller radikal (hidroksil anyonu, stiperoksit, nitrik oksit, peroksit) ve radikal
olmayan (ozon, singlet oksijen, lipid peroksit, hidrojen peroksit) ve oksijen tiirevleridir
(32). Bunlar DNA hasarma, endotelial hasara ve germinal hiicre nekrozuna yol acar ki

bu biyolojik olaylar subfertiliteye ve infertiliteye sebep olmaktadir (27,33).

4.3. Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Iskemi, herhangi dokudaki veya organdaki bir bdlgeye besleyen kan akiminimn
yetersiz oldugu durumlarda gelisen ve sonucunda doku zedelenmesine neden olan
patolojik bir durumdur (34,35,36). Iskemik hasarlanmada oksijen yetersizligi sonucu
oksidatif fosforilasyon bozulmaktadir. Iskemi esnasinda dokudaki ATP seviyesinin
azalmasi sonucu Na", K -ATPaz pompasi inhibe olur. Béylece hiicre i¢i Na™ ve Ca™
iyonlar1 artar. Hiicre i¢indeki Ca™ iyon konsantrasyonundaki artis hiicredeki iyon
dengesini bozar. Iyon dengesinin bozulmasi sonucu Ca™ mitokondri icine sizar.
Mitokondrideki Ca™ iyon konsantrasyonunun artistyla proteazlar ve fosfolipazlar aktive
oldugundan hiicre lizise ugrar (37,38). Ksantin oksidaz aracili serbest radikal hasarinin

mekanizmasi Sekil 1’de gosterilmistir.

A'TP
‘ Ksantin dehidrogenaz
AMP
. . Adenozin ('ﬂll Proteaz
Iskemi ¥
Inozin Ksantin Oksidaz
v .
Hipoksantin / > 02
OI
Reperfiizyon

Sekil 1. Ksantin oksidaz aracili serbest radikal hasarinin

mekanizmasi (Mallick’ten, 39)



Iskemi siirecinde ATP seviyesi azalmis olsa da ATP kullanimi devam ettiginden
dolay1 ATP’den AMP ve adenozin meydana gelmektedir. Adenozin hiicre i¢inden hiicre
disma dogru diflize olur ve bu olayin sonucunda hipoksantin ve inozine ayrisir.
Hiicrelerde artan Ca™ proteazlar1 aktiflestirerek ksantin dehidrogenazin ksantin
oksidaza doniisiimiine neden olur (40). Bu enzim reperfliizyon sirasinda olusan

stiperoksit anyonunun énemli bir kaynagidir.

Iskemi siiresince doku hasar1 siddetli olarak meydana gelir (41). Iskemideki
yapisal ve metabolik degisiklikler kapiler capinin kiiciilmesi, endotelial hiicrelerin
metabolik disfonksiyonu ve enzim sistemlerinin inflamatdr araci iiretiminin upregiile
olmas1 durumlarmi icermektedir. Doku oksijen seviyesinin diismesi laktat birikimine
neden olur ve dokunun pH’s1 diiser. Membran transport fonksiyonlar1 zarar goriir. Zarar
gbren fonksiyonlardan en Gnemlisi intraseliiler Ca™ konsantrasyonundaki artistir.
Ikincil mesajc1 olarak Ca™’un gorevi ise bazi enzimleri proinflamatér aracilarin

birikimini tetiklemesidir (36).

Iskemi nedeniyle olusan doku hasarina, ilgili dokuya kan akisinmn yeniden
saglanmastyla ek bir siddetli hasar meydana gelir. Bu sekilde iskemik dokuya yeniden
kan akis1 saglanmasma bagli olusan doku hasarina neden olan olaya reperfiizyon adi
verilir. Iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda sadece iskemi ile olusan hasara gore

daha ciddi hasara yol agar (36).

Bazi calismalarda, bazi organlarda iskemi reperflizyon hasarinin iskemi esnasinda
baslayan ve reperfiizyon esnasinda siddetlenen farkli gecici olaylar tarafindan iki fazh
cevaplarla karakterize edildigi belirlenmistir. Reperfiize organlarda ROS iiretiminin
artis1 karaciger ve beyinde olusan doku hasarindan once goriilmektedir. Birinci faz
reperflizyon sonrasmnda hemen goriilen, hiicresel hasar agisindan tersinir olan tipik
oksidatif stres durumudur. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif fosforilasyonun
basarisizlig1 sonucu mitokondriyal ROS’un tliretiminin arttig1 bu fazda, ilgili doku hizl
ROS firetiminden tiiretilen oksidatif stres durumuna antioksidan savunma sistemleri
iizerinden karsi koymaktadir. Dokuda indirgenmis glutatyon miktar1 azaldigr zaman,

GPx sisteminin savunmanmn ilk hattii olusturdugu goriilmektedir (42). Ikinci faz



dokunun oksidatif stresten korunmasina bagli olarak saatlere veya giinlere yayilir. Bu

faz geri doniisiimsiiz olarak doku hasarinin ve inflamasyonunun goriilmesiyle iliskilidir

(43).

Deneysel testikiiler iskemi-reperflizyon sonucu olusan gecici doku hasari
sonucunda meydana gelen periyodun 4-6 saatten daha uzun oldugu yoniinde bir fikir
birligi vardir. Buna ragmen Anderson ve Williamson, insanlarda iskemik periyodun 12
saatten fazla olmasindan sonra gecici testikiiler hasar meydana gelmesinin goz 6niinde
bulundurulmasi gerektigini ve 12 saatten kisa siiren tek tarafli testis torsiyonu

durumlarinda her iki testisin korunmasimni tavsiye etmektedirler (31).

Testis torsiyon ile olusan doku hasarmnin 6nlenmesi i¢in deneysel olarak erdostein,
NAC, kafeik asit fenetil esteri, L-karnitin gibi bircok antioksidan 6zellikteki molekiil
kullanilmistir. Bu molekiiller akut testis torsiyonundaki oksidatif siireci baskilayip doku
hasarinin engellenmesinde olumlu sonuglar gostermislerdir. Ornegin, kafeik asit fenetil
esterinin testisleri, dizosilpine maruz kalinarak olusan oksidatif stresten korudugu
gosterilmistir (15). Akut testis torsiyonu arastirmalarinda kullanilan bazi antioksidanlar

ve gosterdikleri etkiler Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tablo 2. Testis torsiyonu arastirmalarinda kullanilan antioksidanlar (Aitken’den,15).

Antioksidan Sonug¢ Antioksidan Sonug¢

Garlik ekstrakti MDA Erdostein MDA G

\V4
X0 G GPx ﬁ

Histopatolojik ﬁ

Kafeik asit MDA G L-karnitin MDA G
GPx ﬁ Histopatolojik ﬁ
NAC MDA < Kafeik asit MDA L 04
GPx ﬁ fenetil esteri Histopatolojik ﬁ
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4.4. Tek Tarafh Testis Torsiyonu ve Fertilite

Spermatik kordun torsiyonu hatta tek tarafli torsiyon bile uzun zamandir erkek
kaynakli infertilitenin nedenlerinden biri olarak tanimlanmaktadir. Torsiyona ugramis
ve kontralateral testislerin her ikisinde olusan hasarmn altinda yatan nedenin iskemi ve
reperflizyonla iligkili oksidatif stres oldugu genel olarak kabul edilmektedir. Uzun siireli
iskemi donemini takiben yapilan cerrahi miidahale veya kendiliginden iyilesmenin
neticesinde kan akismin saglanmasi her iki testiste aktiflesmis lokositlerin gogiine yol
acar ve sonucunda serbest radikallerin tiretimi artar. Oksidatif stres daha sonra germinal

hiicrelerin nekrozuna yol agar ve bu durum subfertilite veya infertiliteye neden olur (8).

Memelilerin testisleri ise oksidatif serbest radikal hasarma karsi oldukc¢a
duyarhidir. Germinal hiicreler artan O, gerilimine ve radyasyona maruz kaldiginda agir
hasara ugrarlar ve Oliirler. Testislerin fonksiyonlarini korumasi igin sicakliklarmin

fizyolojik sicakligin biraz altinda olmas1 gerekmektedir (44).

Spermatik kordun torsiyonu ve detorsiyonu sonrasi ipsilateral ve kontralateral
testislerde iskemi-reperfiizyonun etkileri iizerine yapilan ¢aligmalarin sonuglar tutarsiz
ve tartisgmalidir. Laboratuvar hayvanlarinda yapilan bazi c¢aligmalarda, torsiyon ve
detorsiyonun ipsilateral ve kontralateral testisler iizerine etkisinin olmadigi yoniinde
sonuglara varilmistir. Ancak yapilan diger ¢alismalarda ise doku hasarmnin gostergesi
olan bazi1 biyokimyasal ve histolojik degisiklikler goriilmiistiir. Bu celigkili raporlar
cerrahi prosediirlerle ilgili iki farkli tavsiye verilmesine yol agar. Birincisi detorsiyon ve
ipsilateral testisin korunmasi, digeri ise ipsilateral testisin ¢ikarilip kontralateral testisin
fonksiyonunu ve fertilitesini korumaktir. Insanlarda yapilan calisma erken (torsiyon
zamanmin 13 saatten kisa olmasi) cerrahi miidahale ile detorsiyon yapilarak fertilite
korunabilir ancak uzun siireli (torsiyon zamanmin ortalama 70 saat olmas1) torsiyon
periyodlarmi takiben testisin ¢ikarilmasi fertiliteyi tehlikeye atar (8). Deney hayvanlari
iizerine yapilan caligmalar ile insanlar lizerinde yapilan ¢aligmalar klinik ve fizyolojik
yonden her zaman benzer sonuglar vermemektedir ve testikiiler hasar genellikle

ipsilateral ve kontralateral testislerin her ikisinde de meydana gelir (44).
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4.4.1. Tek Tarafh Torsiyonun Kontralateral Testise Etkisi

Bazi arastirmacilar kontralateral testisin tek tarafli yapilan torsiyondan
etkilenmedigini iddia etmektedir (44). Buna ragmen yapilan farkli ¢alismalar bu bakis
acisina zit yonlii bir bakis acisin1 tercih etmektedir (45,46). Bu tutarsizliklar farkh
hayvan modellerinin kullanilmasi1 gibi bazi nedenlerden dolay1 testikiiler iskemi
reperflizyon hasarmi giivenilir sekilde tiretmedeki basarisizlik nedeniyle goriilmektedir.
Yapilan caligmalarda, deneysel spermatik kord torsiyonuna maruz birakilan ratlarin
kontralateral testislerinde DNA’daki degisikliklere ve apopitoza ait biyolojik isaretler
goriilmiistiir (46,47). Bazi ¢aligmalarda ise nispeten uzamis reperflizyon zamanlarindan
sonra ratlarin kontralateral testislerinde olusan histolojik hasar1 veya sperm miktarinda
ve hareketliligindeki azalmayr gostermede basarisizliklar goriilmiistiir (22). Saba ve
arkadaslar1 tarafindan gosterilen doku hasarmin belirteclerinden olan histolojik
degisiklikler, iskemi ve reperflizyonun zamanma baghdir. Biyokimyasal degisiklikler
tek tarafli torsiyondan sonra olusan testikiiler hasarin degerlendirilmesi i¢in daha fazla
duyarhlik gosterirler (1). Oksidatif stresin biyokimyasal belirtegleri, siddetli fizyolojik
ve morfolojik degisikliklerin meydana gelmesinden dnce erken hiicresel degisiklikleri
gostermektedir. immunosupresif ajanlar (6rnegin siklosporin) kontralateral testikiiler

hasar1 durdurabilmektedir (48).

Spermatik kord torsiyonundan sonra testislerin her ikisinde kan dolasimi tekrar
basladigindan olusan kontralateral testis hasar1 anatomik ve fizyolojik olarak ilging bir
bulmaca gibi goriintli ¢izmektedir. Tek tarafli testis torsiyonundan anlasilan durumun
afferent uyariya refleks olarak kontralateral kan akigsinda azalmay1 saglamasi olmalidir.
Buna ragmen dokudaki oksijen konsantrasyonunun 6lciildiigii ¢calismada kontralateral
testisteki O, kismi basmncinin tek tarafli torsiyon esnasinda etkilenmedigi rapor
edilmistir. Spermatik damar ligasyonu kontralateral testise hasar vermemektedir.
Spermatik kord torsiyonundan sonra kontralateral testiste olusan histolojik ve yapisal
degisiklikler rapor edilmistir ancak testikiiler arterin ligasyonundan sonra olusan

histolojik ve yapisal degisiklikler rapor edilmemistir (1).
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Spermatik kord torsiyonu ve iskemi-reperfiizyon siirecinde kontralateral testiste
olusan uzun donem hasarin igerdigi fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Spermatik kord torsiyonundan sonra testisle iligkili kan
dolasimi agisindan bakildiginda bobrek ve karaciger gibi bazi organlardaki antioksidan
seviyelerin degismemesinden dolayr komsu organlarin veya sistemik oksidatif
durumlarin testikiiler torsiyon tarafindan etkilenmedigi ileri siiriilmiistiir (1,45). Ayrica
Akglir ve arkadaslar1 ipsilateral testisin varliginin kontralateral testisi etkilemedigi
sonucuna varmislardir ve bu tiir hasardan noral veya vaskiiler cevaplarm ¢ikarilmasi
gerektigi yoniinde oOneride bulunmuslardir (45). Biyokimyasal agidan bakildiginda
kontralateral testis hasarmmin oksidatif serbest radikaller, Haber-Weiss Fe-katalizli
hidroksil radikal tiretimi ve hiicre hasarinin kalsiyum bagimli yolu tarafindan meydana

gelen klasik hiicre hasarlarindan bagimsiz oldugu goriilmiistiir (49).

4.5. Antioksidan Enzimler

Canli sistemler serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasara karsi hiicreleri
enzimatik ve non-enzimatik mekanizmalarla korur (11). Enzimatik antioksidanlara
SOD, katalaz (CAT), GPx, glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimler 6rnek olarak
verilebilir. Non-enzimatik antioksidanlara ise glutatyon, vitamin E, vitamin C ve
albumin gibi bilesikler 6rnek olarak verilebilir (50). Biyolojik sistemlerde ROS’a kars1

gelistirilen antioksidan savunmanin mekanizmasi Sekil 2’de gosterilmistir.
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Ksantin Oksidaz

O,
NADPH oksidaz

NAD(P)H > l
NAD(P)*
O,
H* l Siiperoksit dismutaz

HEOE Glutatyon Peroksidaz

Kata\a'l

2GSH | | GSSG

N

Glutatyon Rediiktaz

Sekil 2. ROS iiretiminin ve metabolizmasinin baslica yollar1 (Aitken’den,15)

4.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1, EC SOD) enzimi iki siiperoksit radikalinin H,O, ve molekiiler
oksijene doniisiimii reaksiyonunu katalizler (51). Organizmada toplam SOD miktarinin
yaklagik 3.5 ila 4 g arasinda oldugu tahmin edilmektedir (52). SOD enziminin {i¢ tane
izoformu vardwr. Bu izoformlardan Cu,Zn SOD sitozolde, Mn-SOD mitokondri
matriksinde ekstraseliiler SOD (SOD-EXx) ise ekstraseliiller matrikste bulunur. Cu,Zn
SOD’in iki alt grubu, Mn-SOD’un dort alt grubu vardiwr. SOD-Ex ise tetramerik
yapidadir. Bu izoformlar gecis metalleri (Cu+2, Mn+2) icerir ve bu gecis metalleri iki
stiperoksit molekiilii arasinda hizli bir elektron degisimini gergeklestirmekte rol oynar.
H,0,, SOD tarafindan olusturulurken hiicreler lipid, protein ve DNA’nmn oksidatif
hasarmi Onlemek amaciyla zararli olan bu molekiili elimine eder. H,O,’nin

eliminasyonu katalaz veya glutatyon peroksidaz tarafindan saglanir (15,53).
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4.5.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT: EC 1. 11. 1. 6) ¢gesitli canli organizmalarinda bulunan ve yapisinda
dort tane hem grubu ihtiva eden bir ¢esit hemoproteindir. Bu enzim canli hiicrelerin
peroksizomlarinda bulunur ve hidrojen peroksidi substrat olarak kullanarak suya
doniisiimii reaksiyonunu katalizler (51,54). CAT fenoller ve alkoller gibi farkh
substratlarin detoksifikasyonunda gorev yapar. Katalazin antioksidan roliine 6rnek
olarak Cu' ve Fe tarafindan katalizlenen Fenton reaksiyonu tarafindan H,O,’den OH.
olusum riskini azaltmasi verilebilir (14). CAT in vivo sartlarda sik sik peroksidaz
aktivitesi sergiler. Memelilerde bu temel olarak karacigerde, eritrositlerde ve
bobreklerde meydana gelir. Kan ve hepatik hiicrelerde oksijen dehidrogenazlarin
faaliyetlerinden dolay1 iiretilen H,O,’yi CAT uzaklastirir (55). Fizyolojik sartlarda
CAT, H,0; konsantrasyonunu kontrol eder. H,O,’nin hiicrelerde birikimini engeller ve
hiicreleri oksidatif tehlikelere karsi korur. H,O>’nin diisiik konsantrasyonlarinda CAT

ile GPx ortaklasa hareket eder (56).

4.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (Glutatyon: H,O, oksidotediiktaz, EC 1.11.1.9) dort alt
gruptan olusan yapisinda Se bulunan tetramerik bir enzimdir. Molekiil agirhigi 85
kDa’dur. Bu enzim, H,0O, ortamda arttiginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) doniisiimii reaksiyonunu gergeklestirir ve bunun sonucunda H,O,’yi
zarars1z bir molekiil olan H,O’a ¢evirir. H>O,’1 ve organik peroksitleri (6rnegin, kiimen
hidroperoksit) substrat olarak kullanabilir. Sitoplazma ve mitokondride fazla bulunur.
Hiicreleri solunum zinciri ve diger metabolik yollardan gelen intraseliiler radikallerden

ve peroksitlerden korur (51,57,58).

4.6. NAC ve Antioksidan Ozellikleri

NAC tiyol grubu iceren, kimyasal formiili CsHoNO3;S ve molekiil agirligi 163.2

g/mol olan, dogrudan ve dolayli olarak antioksidan 6zellik sergileyen bir bilesiktir.
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NAUC, rediikte glutatyonun (GSH)’1n onciiliidiir ve klinik amacgli 30 y1l1 agkin bir siiredir
kullanilmaktadir (6). NAC’mn ag¢ik formiilii Sekil 3’te gdsterilmistir.

HS HN \
Sekil 3. NAC’1n acik formiilii (Flora’dan, 59)

NAC’m serbest tiyol grubu ROS’un elektrofilik gruplariyla etkilesime girme
yetenegine sahiptir. ROS ile olan bu etkilesim NAC tiyoliin ara formuna ve NAC
distilfit son iirliniiniin olusumuna yol acar. Ayrica NAC, GSH onciilii roli ile iliskili
olarak antioksidan etki gosterir. GSH glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir
tripeptittir. Viicuttaki ajanlara (6rnegin hiicresel aerobik solunum ve fagositlerin
metabolizmasi) ve dis ajanlara (6rnegin kirlilik, sigara dumani, NO, SO;) kars1 oldukca
etkili bir koruyucu rolii vardwr. Sisteinin siilthidril grubu bu ajanlar1 nétralize eder.
GSH’1in hiicre i¢cindeki yeterli seviyesi toksik ajanlarin zararh etkilerinden korunmak
icin zorunludur. GSH sentezi temel olarak karacigerde ve akcigerlerde gerceklesir

(6,60).

GSH sentezi sitoplazmada iki ayr1 enzimatik safhada gerceklesir. Ik safhada
glutamik asit ve sistein y-glutamilsistein sentetaz enzimi ile birlestirilir. Ikinci sathada
GSH sentetaz glisini y-glutamilsistein dipeptidine katarak GSH’1 olusturur. In vitro
olarak, NAC GSH’m onciilii olarak gorev yapar. Boylece NAC hiicrelere kolaylikla
gecer. GSH sentezi i¢in aminoasitlerin mevcudiyeti sentezin diizenlenmesinde temel
faktordiir. Glutamik asit ve glisinin hiicresel diizeyleri yiiksektir ama sisteinin hiicresel
diizeyi yiiksek degildir. Sonucta, GSH sentezi sisteinin ortamda bulunmasima baglhdir.
Sistein ve L-sistein’in diisiik intestinal absorbsyona sahip olmasi, suda ¢oziiniirligliniin

zayif olmasi ve hepatik metabolizmasinin hizli olmasindan dolayr hiicre i¢i
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konsantrasyonu diisiiktiir. NAC hiicre membranindan rahatlikla gecerek sistein kaynagi

olarak kullanilir ve glutatyon sentezi artar (60).

4.7. Glutatyon ve Biyolojik Onemi

Glutatyon biyolojik Onemi olan intraseliiler tiyoldiir. GSH’in serbest radikal
stiptiriiclisii olarak onemli rolii vardir ve hiicreleri bazi toksik oksijen tiirevli kimyasal
tiirlere karsi korur. Glutatyonun hiicrelerde indirgenmis (GSH) ve yiikseltgenmis
(GSSG) formda bulunur. Hiicrelerde bulunan glutatyonun neredeyse tamami GSH

formundadir (61).

GSH’1in sabit gereksinimi hiicre membran hasariyla sonuglanan siilfhidril
gruplarmin kendiliginden oksidasyonunun etkilerinden armdirmak i¢in zorunludur.
GSH, GPx aktivitesi i¢in 6nemli bir koenzimdir ve proteinlerin siilthidril gruplarinin
oksidasyondan korunmasini saglar. Bu reaksiyonlar esnasinda GSH, GSSG’ye okside
olur ve glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan geri doniistiiriiliir. Bu agidan bakildiginda
lipid hidroperoksit ve H,O, seviyeleri hiicrelerde diizenlenir ve GSH protein sentezinin
diizenlenmesinde ve bazi enzimlerin esansiyel kofaktorii olarak gorev yaparak

hiicrelerin bir¢ok fonksiyonlarinda gorev alirlar (62).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gereg

5.1.1 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Calismamizda kullanilan cihazlar ve malzemeler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar malzemeleri ve {iretici

firmalar1

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Derin Dondurucu (-80 °C)
Etiv

Vorteks

ELISA pleyti

Santrifiij

Magnetik Karistiric
ELISA okuyucusu
Otomatik pipet,10-100 puL
Otomatik pipet,100-1000 pL
Otomatik pipet,1-5 mL
pH metre

Saf su cihazi

Hassas analitik terazi
Deney tiipleri
Homojenizator
Spektrofotometre

Kuartz Kiivet

HPLC saf su cihazi

C18 kolon

Sogutmali santrifiij
Ekstraksiyon kolonu

Tam otomatik mikrotom
Fotomikroskoplu IM

Thermo Electron Corporation
Gallenkamp

Niive, NM 110
Bioscience

Heraeus

Ikamag RH

VERSA max

Socorex

Socorex

Eppendorf

Hanna Instruments
Aquatron 4 AD

Metler Toledo AB 204-S
SH&GLASS
Ultra-Turrax T25
Beckman-Coulter
Agilent Technologies
ELGA, Purelab UHQ
Fortis Technologies
Beckman-Coulter
Sep-Pak tC18 cartridge
LEICA RM 2255
Olympus BX51

18



5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4’°te verilmistir.

Tablo 4. Tez galismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iretici firmalar1 ve iirlin

kodlar1

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Uretici firma, iiriin kodu ve safhig

Ksantin

EDTA

Nitroblue tetrazolium (NBT)
Sodyum karbonat (Na,COs3)
Bovin Serum Albumin (BSA)
Amonyum siilfat ((NH4),SOj4)
Bakir kloriir (CuCly)

Ksantin oksidaz

Etanol

Kloroform

Triton X-100

Potasyum kloriir (KCI)
Fosforik Asit (H3POy4)
Tiyobarbitiirik asit (TBA)
1,1,3,3-tetrametoksipropan
Asetik asit (CH3;COOH)
Tris-HC1

Coomassie Brillant Blue G-250
Hidroklorik asit (HCI)
Hidrojen peroksit (H,O»)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
Disodyum fosfat  dihidrat
(Na;HPOy4)

Trifloroasetik asit

Meta-fosforik asit

Asetonitril

NAC

hidrojen

Sigma, X-0626

Carlo Erbo Reagent, Code No 303227
Sigma, 97596L5

Merck, Art 6398

Sigma, Lot#058K0726
Merck, Art 1216
Lancaster, 13167

Sigma, Lot#SLBB1574V
Sigma, Lot#34870, %99,8
Merck, UN 1888, %99
Merck, Art 11869

Merck, Art 4935

Merck, Art 563, %85
Sigma, Lot#S42774-018
Sigma, Lot 76H3424, %99
Merck, Art 56, %99,5
AppliChem, Lot 5X002338
Serva, 35050

Merck, WN 1789, %37
Sigma, A6011

Merck, Art 4871

Merck, Art 6576

Sigma, Pcode 100982387
Merck, K41763746
Merck, UN 1648, %99,8
IDOL, Asits Ampul %10
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5.2. Yontemler

5.2.1. Numunelerin Toplanmasi

Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanligi’'ndan 12.03.2009 tarihinde 2008/22 protokol numarali onay alindiktan sonra
calisma baslatildi. Deneyler KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde yapildi.
18 adet Sprague-Dawley ki rat randomize edilerek asagida belirtilen {ic gruba ayrildi
Deneyde kullanilan ratlara 12 saatlik aclik siiresi sonrasi, intramuskiiler olarak 50

mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine verilerek genel anestezi uygulandi.

Grup 1 (n=6); sadece laparotomi yapilip iki ay sonra testis doku 6rnekleri alinda.

Grup 2 (n=6); laparotomi yapilip sol testis 720 derece torsiyone edildi, dort saat sonra
detorsiyone edildi ve iki ay sonra testis doku 6rnekleri alind1.

Grup 3 (n=6); laparotomi yapilip sol testis 720 derece torsiyone edildi, dort saat sonra
detorsiyone edildi, detorsiyondan 30 dakika once ve takip eden bes giin boyunca
intraperitonal NAC (20 mg/kg) verildi, reperfiizyondan iki ay sonra testis doku

ornekleri alind.

Tim gruplara laparatomi islemini takiben bes giin siire ile intramuskuler
gentamisin uygulandi. Iki ay sonunda cikarilan sa ve sol testisler biyokimyasal
analizleri yapilana kadar -80 °C saklandi. Biyokimyasal analizlerin timii 3 Kasim 2011
ile 9 Mayis 2012 tarihleri arasmnda Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi

Biyokimya Anabilim Dali’na ait arastirma laboratuarinda yapildi.

5.2.2. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimii

Cikarilan testislerden elde edilen dokularin yaklasik 50-100 mg’lik kism1 MDA
Olciimii i¢in kullanildi. MDA 6l¢iimii i¢in kullanilan dokular buz i¢inde 0.5 mL/L Triton

X-100 iceren %1.15’lik KCI ¢ozeltisi i¢ginde homojenize edildi. Homojenatlar 3000
rpm’de 10 dk santrifiijlenerek elde edilen siipernatanlarda ilgili 6l¢timler yapilda.
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MDA 6lglimii Mihara ve Uchiyama yontemine (63) gore yapildi. Bu metodun
esasi, MDA’ ’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de

absorbansinin dl¢tilmesine dayanmaktadir.

Kullanilan Cozeltiler:

1- Doku homojenizasyon tamponu: 1.15 g KCI hassas terazide tartildi ve son
hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Olusan ¢dzeltinin iizerine 0.5 mL Triton X-100
eklendi.

2- %1 ‘lik H3PO, ¢ozeltisi: Bir miktar saf su lizerine 2.94 mL %85’lik H3PO4
alindi1 ve son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamland.

3- Tiyobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi: 0.67 g TBA tartild1 ve 50 mL distile suda
magnetik bar yardimiyla 10 dk karistirildi. Ardindan {izerine 50 mL asetik asit ilave
edilerek ¢oziildii.

4- Standart ¢ozeltiler: 8.3 pL tetrametoksipropan 0.01 M HCI ¢6zeltisine eklendi
ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu olusan 10 umol/mL’lik ara stok ¢ozeltiden
diliisyonlar yapilarak 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlandu.

Tablo 5. Doku MDA seviyesi Ol¢timii i¢in yapilan reaksiyon karisimi

Reaktifler Eklenen Miktar (mL)
Doku homojenati 0.5

H;PO4 3

Tiyobarbiturik asit 1

Tablo 5’te verilen karigim vortekslendi. Ardindan 100 °C’de etiivde inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyondan sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Siipernatanlar
ELISA pleytine pipetlendikten sonra 532 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢tim
yapildi. Sekil 4’teki standart grafik kullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi.
Sonuglar ise nmol/g protein olarak hesaplandi. Protein dlglimleri Bradford yontemiyle

yapild1.
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Sekil 4. Doku MDA seviyesi Ol¢limii i¢in standart grafigi

5.2.3. Protein Tayini

Protein miktarinin tayini Bradford yontemine gore yapildi. Bu metotta kullanilan
Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi negatif yiikliidiir ve proteinlerin tizerindeki
pozitif yiike baglanir. Kirmizi (A max : 465 nm) ve mavi (A max : 600 nm) formu vardir.
Boyanin proteindeki pozitif yiike baglanmasi kirmizi formun mavi forma doniismesini
saglar (64). Sekil 5’te Coomassie Brillant Blue G-250 boyasmin kimyasal yapisi

gosterilmistir.

CHy

Sekil 5. Coomassie Brillant Blue G-250 (65)
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Kullanilan Cozeltiler:

1- %20’lik HCI ¢ozeltisi: Bir miktar saf su lizerine 27.03 mL %37’°lik HCIl‘den
almdi ve son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Kullanilan cam malzemelerdeki

olabilecek protein kalintilarini uzaklastirmak i¢in yikama ¢ozeltisi olarak kullanildi.

2- Bradford Reaktifi: 25 mg Coomassie Brillant Blue G-250 12.5 mL %95°lik
etanolde ¢o6ziildiikten sonra iizerine 25 mL %385’lik H3PO4 eklendi. Son hacim 250

mL’ye tamamlandi.

3- Standart cozeltiler: Standart ¢ozeltiler Bovin Serum Albumin (BSA)’dan
hazirlandi. 25 mg BSA bir miktar suda ¢6ziildiikten sonra son hacim saf su ile 10 mL’ye
tamamlandi. Olusan 2.5 mg/mL’lik ¢ozeltiden 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mg/mL’lik

¢Ozeltiler hazirland.

Tablo 6. Bradford metodu i¢in yapilan reaksiyon karisimi

Reaktifler Miktar (nL)
Bradford Reaktifi 100
Homojenat (10 kat seyreltildi) 10

Tablo 6’da verilen reaktiflere karsilik gelen miktarlar ELISA pleytine eklendikten
sonra pleyt 10 s karistirildi. 600 nm’de spektrofotometrik 6l¢tim yapildi. Sekil 6’daki
standart grafigi kullanilarak protein konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar mg/mL

cinsinden hesaplanda.
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Sekil 6. Protein tayininin standart grafigi

Cikarilan testislerden elde edilen dokularin yaklasik 50-100 mg’lik diger kismi ise
antioksidan enzimlerin ve GSH’1n 6l¢iimii i¢cin kullanildi. Dokular buz i¢inde 0.5 mL/L
Triton X-100 igeren pH’s1 7.4 olan 50 mM’hik Tris-HCI tampon ¢dzeltisi icinde
homojenize edildi. Homojenatlar +4°C’de 10 000 g’de 30 dk santrifiijlenerek elde
edilen siipernatanlarda SOD, CAT, GPx aktivite dlgtimleri, HPLC’de GSH 6l¢iimii ve
Bradford metodu ile protein tayini yapildi.

5.2.4. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi (66) yontemi kullanildi. Bu yontemin
temeli HO,’ nin enzimatik bozulmasi sonucu 240 nm’de absorbanstaki diisiisiin takip

edilmesine dayanir.

Kullanilan Cozeltiler:

1. Fosfat tamponu (pH=7.0 ; S0 mM): 6.81 g KH,PO, deiyonize suda ¢oziilerek
son hacmi 1 L’ye tamamlandi. 8.9 g Na,HPO4.2H,0O deiyonize suda ¢oziilerek son

hacmi 1 L’ye tamamlandi. Bu c¢ozeltiler swasiyla 1:1,5 oraninda karistirildi ve

gerektiginde asit veya baz ilavesi yapilarak pH=7,0 ‘ye ayarlandi.

24



2. Hidrojen Peroksit: 240 pL %30’luk H,O,’den alinarak son hacim fosfat

tamponu ile 50 mL ’ye tamamland: (giinliik hazirlandi).
Doku homojenatlar1 fosfat tamponu ile 3 kat seyreltilerek Ol¢iim yapilacak
numuneler olusturuldu. Kuartz kiivetlere Tablo 7°ye gore pipetlemeler kér ve numune

karisimlar1 i¢in ayr1 ayr1 yapildi.

Tablo 7. Katalaz aktivite tayini i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 0.75 e

Numune 1.5 1.5

H0, 0.75

H,0; eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 s siireyle her
10 s’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diisiisler izlendi. Absorbanslardaki
diisiisiin dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasma dikkat edildi. Eger bu aralikta

diisiis olmazsa numune diliisyonlar1 yeniden ayarlanmalidir.

CAT aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi.
Absorbanslardaki 10 s’lik diisiis i¢in asagidaki formiile gére hesaplamalar yapildi.

k= (2.3/10) x log(A/Ay) s (1)
Burada;
A= Baglangi¢ absorbansi

A,= 10 s sonraki absorbanstir.

Es. 1’e gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile ¢arpildi. Ardindan testis
dokularinda g protein basina CAT aktivitesi hesaplandi.
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5.2.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Tayini

GPx aktivite tayininde Enzo Life Science firmasina ait katalog numarasi1 #ADI-
900-158 olan spektrofotometrik glutatyon peroksidaz kiti kullanildi. Enzim aktivitesi
340 nm’de kinetik olarak Olgiildii. Sonuclar EU/mL cinsinden hesaplandi. Ardindan
testis dokularinda mg protein basma glutatyon peroksidaz aktivitesi EU/g cinsinden

hesaplandi. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Es. 2’ye gore hesaplandi.

AA340/ dak. 0.19 mL
GPx= ———— x — x Diliisyon katsayis1 (2)

0.00373 uM™* 0.02 mL

5.2.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in (67) gelistirdigi yontemin modifiye
edilmesi sonucu yapildi. Bu metod, ksantin-ksantin oksidaz ile olusan siiperoksitlerin
SOD tarafindan kullanilarak, nitroblue tetrazolium (NBT)’dan mor renkli formazan
boyasi olusumunun engellenmesi esasina dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar
yiiksek ise ortamdan o kadar ¢cok O,.” kaldirilacagi i¢in reaksiyondan sonra olusan
rengin siddetinde azalma gozlenir. Reaksiyon sonucu olusan renkli bilesigin absorbansi

560 nm’de spektrofotometrik olarak Slgiiliir.

Kullanilan Cozeltiler:

1- 0.3 mM ksantin ¢ozeltisi: 3.65 mg ksantin alind1 ve 80 mL deiyonize suda
¢Ozildii.

2- 0.6 mM EDTA c¢ozeltisi: 8.93 mg EDTA alind1 ve 40 mL deiyonize suda
¢Ozildii.

3- 150 pM NBT cozeltisi: 4.9 mg NBT alind1 ve 40 mL deiyonize suda ¢oziildii.
NBT ¢ozeltisi SOD reaktif karisimina en son eklendi.
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4- 400 mM Na,CO; ¢ozeltisi: 1.01 g Na,CO; alind1 ve 24 mL deiyonize suda
¢oziildi.
5- % 0.1’lik Bovin Serum Albumin (BSA) cozeltisi: 12 mg BSA’dan alind1 ve

12 mL deiyonize suda ¢oziildii.

Yukaridaki bes ¢cozelti karistirilarak SOD reaksiyon karisimi elde edildi.

6- 2 M Amonyum siilfat ¢ozeltisi: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda
¢oziildii. Ksantin oksidaz enziminin diliisyonunda kullanild1.

7- 0,8 mM CuCl, cozeltisi: 5.37 g CuCl, alindi ve 50 mL deiyonize suda
¢oziildii. Spektrofotometrik Ol¢iimden hemen once olusan reaksiyonu durdurmak ig¢in
kullanilir.

8- 167 U/L ksantin oksidaz cozeltisi: 3,3 U/mL’lik orijinal siseden 101 pL almip
2 mL’ ye amonyum siilfat ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik

hazirlandi.

5,4,3,2,0.5,0.25 U/mL’ lik SOD standartlar1 kullanildi. SOD standartlar1 pH’s1
7.4 olan 50 mM’lik Tris-HCI ¢6zeltisi ile dilue edilerek hazirlandi. Standart ve kore
etanol/kloroform asamasi1 uygulanmadi. Numuneler 4 kat dilue edildi. SOD aktivitesi

Ol¢limii i¢cin hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 8’e gore hazirland.

Tablo 8. SOD aktivitesi 6l¢timii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaktifler Miktar (mL)
Standart/Dilue Numune 0.25
SOD reaksiyon karigimi 1.25
Ksantin oksidaz 0.25
25°C’de 20 dakika karanlikta inkiibasyon
Bakir kloriir 0.5

560 nm’de spektrofotometrik l¢iim
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Hesaplamalar Es. 3’e gore % inhibisyon cinsinden yapildi ve Sekil 7 ve Sekil

8’deki standart grafikler kullanilarak enzim aktiviteleri hesaplandi.

(A Kor — A Numune)

% inhibisyon = x 100 (3)
A Kor

80 -

70 - L4
g 60
> i
z 0 y = 19,185In(x) + 43,689
=40 - R> =0,9925
=
E 30 -
X 20 -

10 -

O T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6

SOD aktivitesi (U/mL)

Sekil 7. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonuna karsi

% inhibisyon grafigi
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Sekil 8. SOD aktivitesi i¢gin standart konsantrasyonlarin logaritmasina
kars1 % inhibisyon grafigi
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5.2.7. GSH Olciimii

GSH 6l¢iimii, Afzal ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem (68) modifiye edilerek
yapildi. 0.2 mL doku homojenat1 alindi, ilizerine %3’liik 400 pul. metafosforik asit
eklendi ve vortekslendi. Oda sicakliginda 25 dk bekletildi, ardindan 10 000 g’de
+4°C’de 5 dk santrifiijlendi. Sep-Pak marka C-19 kat1 faz ekstraksiyon kolonundan 400
puL sitipernatan gecirildi (Bu islemden Once kolon 400 pL metanol ile 2 kere
sartlandirildi). Daha sonra kolon 400 pL %0.1°lik TFA ile eliie edildi. Eliient viallere
almarak HPLC’de ¢alisildi. GSH 6l¢iimii i¢in kullanilan HPLC ayarlar1 ve kolon Tablo

9’da gosterilmistir.

Kullanilan Cozeltiler:

1- % 0.1’lik Trifloroasetik asit ¢ozeltisi: Orjinal siseden 1000 pL TFA alindi,
son hacim HPLC safligindaki su ile 1 L’ye tamamlandi.

2- Metafosforik asit cozeltisi: 1.5 g metafosforik asit bir miktar HPLC safliginda
su ile ¢oziildi ve son hacim HPLC safligindaki su ile 50 mL’ ye tamamland:.

3- Standart Cozeltiler: 15.4 g GSH alindi, 100 mL % 0.1’lik TFA’da ¢6ziildii.
800, 400, 200, 100 pg/mL’lik standartlar seri diliisyonlarla hazirlanda.

Tablo 9. GSH 6l¢iimii i¢in kullanilan HPLC ayarlar1 ve kolon

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Mobil faz %65 Asetonitril, %35 TFA (% 0.1)
Akis Hiz1 1 mL/dk

Dedektoriin dalga boyu 210 nm

Kolon C-18 Fortis UniverSil C18

250 x 4.6 mm, 5 pm partikiil capl

Standart ¢ozeltiler HPLC’de okunarak Sekil 9°daki standart grafik olusturuldu. Bu
grafikten yararlanilarak Ol¢iimler yapildi. Dokuda GSH o6lglimii ile elde edilen

kromatogram Sekil 10’da gosterilmistir.
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Sekil 10. Dokuda GSH 6l¢iimiinde elde edilen HPLC kromatogrami

5.2.8. Histopatolojik Yontem

Calisma gruplarma ait testis dokular1 151tk mikroskopik inceleme igin rutin

histolojik doku takibi asamalarindan gegirilerek, parafin bloklara gomiildii. Parafin
bloklardan 5 pm kalmhiginda kesitler alinarak, hematoksilen-eozin (H&E) boyama

yapildi. Her bir gruba ait dokular 151k mikroskop altinda farkli biiyiitmelerde

incelenerek, histopatolojik olarak degerlendirildi.
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5.3. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Deney gruplarinda 6lciilen biyokimyasal parametrelerin ortalama =+ standart
sapma ve medyan degerleri hesaplandi. Dagilimin normal olup olmadigi Kolmogorov-
Smirnov testi ile degerlendirildi. Gruplarin karsilastirilmas: i¢in Kruskal-Wallis testi
yapild1 ve Post-Hoc testi olarak Man-Whitney U testi secildi. p<0.05 istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. MDA Konsantrasyonu Olciim Sonuclar

Sol testis i¢in yapilan doku MDA konsantrasyonlariin 6l¢iimii sonucunda kontrol
grubunun ortalama MDA konsantrasyonu 3.11 + 0.41 nmol/g protein olarak bulundu.
Uzun donem iskemi grubunda ortalama MDA konsantrasyonu 2.24 + 0.22 nmol/g
protein olarak belirlendi. Uzun donem NAC grubunda ise ortalama MDA
konsantrasyonu 1.21 + 0.29 nmol/g protein olarak bulundu. Sol testislere ait ortalama
doku MDA konsantrasyonlar1 ortalamalarinin ve istatistiksel olarak anlamlilik
derecelerinin gruplara dagilimi Sekil 11°de gosterilmistir. Ayrica sol testislerin MDA
konsantrasyonlarma ait ortalama + standart sapma (SD), medyan, interquartile range ve

%95°lik gliven aralig1 Tablo 10°da gosterilmistir.
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=32
® = 2,5 4
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Qiﬂ 21 a,b
< S 15
QE
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0,5 -
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Kontrol Iskemi NAC

Sekil 11. Sol testislerdeki doku MDA konsantrasyonlarinin gruplara gore
dagilimi. a:kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamlidir
(iskemi p=0.016; NAC p=0.016). b:iskemi grubuna gore p<0.05
diizeyinde anlamlidir (NAC p=0.016).
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Tablo 10. Sol testislerin MDA konsantrasyonlari i¢in ortalama + standart sapma (SD),

medyan, interquartile range (IQR) ,%95’lik giiven aralig1 (%95 CI) degerleri

Ortalama + SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 3.11+0.41 3.10 0.66 2.60 - 3.61
Iskemi 2.24+0.22 2.29 0.38 1.97-2.51
NAC 1.21+0.29 1.12 0.52 0.75 - 1.67

Sag testisler i¢cin yapilan doku MDA konsantrasyon 6l¢iimii sonucunda kontrol
grubunun ortalama MDA diizeyi 3.11 £ 0.24 nmol/g protein olarak bulundu. Uzun
donem iskemi grubunun ortalama MDA konsantrasyonlar1 2.46 + 0.63 nmol/g protein,
uzun donem NAC grubunun ortalama MDA konsantrasyonlar1 ise 2.32 = 0.40 nmol/g
protein olarak belirlendi. Sag testislere ait doku MDA konsantrasyonlarmin ortalama
degerlerinin gruplara dagilimi Sekil 12°de gosterilmistir. Ayrica sag testislerin MDA
konsantrasyonlarma ait ortalama + standart sapma (SD), medyan, interquartile range ve
%095’lik giiven araligi Tablo 11°de gosterilmistir. Sag testislere ait gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir.
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Sekil 12. Sag testislerdeki doku MDA konsantrasyonlarinin
gruplara gore dagilimi
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Tablo 11. Sag testislerin MDA konsantrasyonlari i¢in ortalama + standart sapma (SD),

medyan, interquartile range (IQR), %95’lik giiven aralig1 (%95 CI) degerleri

Ortalama + SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 3.11+0.24 3.07 0.37 2.82-3.40
Iskemi 2.46+2.32 2.50 1.00 1.68—-3.24
NAC 0.63 £0.40 2.20 0.73 1.68—-2.96

6.2. SOD Aktivite Olciim Sonuclar

Sol testis dokusunda yapilan SOD aktivite 6l¢iimleri sonucunda kontrol grubunda
ortalama SOD aktivitesi 10.76 + 2.34 U/g protein, uzun donem iskemi grubunda SOD
aktivitesi 9.30 = 4.01 U/g protein, uzun donem NAC grubunda SOD aktivitesi ise 12.37
+ 1.21 U/g protein olarak bulundu. Sol testis dokusunda yapilan SOD aktivitesi
Ol¢timlerinin ortalama degerlerinin ve istatiksel olarak anlamlilik derecelerinin gruplara
dagilim1 Sekil 13°te gosterilmistir. Ayrica sol testislerin SOD aktivitelerine ait ortalama
+ standart sapma (SD), medyan, interquartile range ve %95’lik giiven araligi Tablo
12°de gosterilmistir. Sol testislere ait SOD aktiviteleri bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir.
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Sekil 13. Sol testislerdeki SOD aktivitesinin gruplara gére dagilimi
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Tablo 12. Sol testislerdeki SOD aktiviteleri i¢cin ortalama =+ standart sapma (SD),
medyan, interquartile range (IQR),%95’lik giiven araligi (%95 CI) degerleri

Ortalama £+ SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 10.76 + 2.34 11.00 4.30 7.85 —-13.67
Iskemi 9.30 +4.01 9.00 7.21 4.33 -14.27
NAC 12.37+1.21 12.44 2.32 10.46 — 14.29

Sag testis dokusunda yapilan SOD aktivite 6l¢iinleri sonucunda kontrol grubunda
ortalama SOD aktivitesi 13.22 + 1.09 U/g protein, uzun donem iskemi grubunda
ortalama SOD aktivitesi 14.77 + 1.02 U/g protein, uzun donem NAC grubunda
ortalama SOD aktivitesi ise 15.04 £ 2.24 U/g protein olarak bulundu. Sag testis
dokusunda yapilan SOD aktivitesi 6l¢iimlerinin ortalama degerlerinin gruplara dagilimi
Sekil 14’te gosterilmistir. Ayrica sag testislerin SOD aktivitelerine ait ortalama =+
standart sapma (SD), medyan, interquartile range ve %95’lik giiven aralig1 Tablo 13’te
gosterilmistir. Sag testislere ait SOD aktiviteleri bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir.
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Sekil 14. Sag testislerdeki SOD aktivitesinin gruplara gére dagilimi
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Tablo 13. Sag testislerdeki SOD aktiviteleri i¢in ortalama + standart sapma (SD),
medyan, interquartile range (IQR), %95’lik giiven aralig1 (%95 CI) degerleri

Ortalama £SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 13.22 £ 1.09 13.20 1.87 11.86 -14.60
Iskemi 14.77 £ 1.02 14.53 1.59 13.51- 16.04
NAC 15.04 £2.24 14.35 3.87 11.47-18.60

6.3. CAT Aktivite Ol¢iim Sonuclan

Sol testis dokusunda yapilan CAT aktivite Olglimleri sonucunda kontrol
grubundaki ortalama CAT aktivitest 7.46 = 1.55 U/g protein, uzun donem iskemi
grubundaki ortalama CAT aktivitesi 12.49 + 5.34 U/g protein, uzun donem NAC
grubundaki CAT aktivitesi ise 12.01 = 2.23 U/g protein olarak bulundu. Sol testis
dokusunda yapilan CAT aktivite dl¢limleri sonucu elde edilen ortalama degerlerin ve
istatistiksel olarak anlamlilik derecelerinin gruplara gore dagilimi Sekil 15°te
gosterilmistir. Ayrica sol testislerin CAT aktivitelerine ait ortalama =+ standart sapma

(SD), medyan, interquartile range ve %95’lik giiven araligi Tablo 14’te gosterilmistir.
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Sekil 15. Sol testislerdeki CAT aktivitesinin gruplara gére dagilimi.
a:kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamlidir

(NAC p=0.016).
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Tablo 14. Sol testislerdeki CAT aktiviteleri i¢cin ortalama =+ standart sapma (SD),
medyan, interquartile range (IQR),%95’lik giiven aralig1 (%95 CI) degerleri

Ortalama £+ SD Medyan IQR % 95 CI
Kontrol 7.46 +1.55 7.68 3.00 5.54-9.39
Iskemi 12.49 + 5.34 12.00 8.61 5.85-19.11
NAC 12.01 £2.23 11.75 4.14 8.46- 15.56

Sag testis dokusunda yapilan CAT aktivite Olglimleri sonucunda kontrol
grubundaki ortalama CAT aktivitesi 6.89 + 2.08 U/g protein, uzun donem iskemi
grubundaki ortalama CAT aktivitesi 6.09 + 0.28 U/g protein, uzun donem NAC
grubundaki ortalama CAT aktivitesi ise 8.90 £ 3.91 U/g protein olarak bulundu. Sag
testis dokusunda yapilan CAT aktivite dl¢iimlerinin ortalama degerlerinin gruplara gore
dagilimi Sekil 16’da gdosterilmistir. Ayrica sag testislerin CAT aktivitelerine ait
ortalama + standart sapma (SD), medyan, interquartile range ve %95’lik giiven araligi
Tablo 15°te gosterilmistir. Sag testislere ait CAT aktiviteleri bakimindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir.
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Sekil 16. Sag testislerdeki CAT aktivitesinin gruplara gére dagilimi

37



Tablo 15. Sag testislerdeki CAT aktiviteleri i¢in ortalama + standart sapma (SD),
medyan, interquantile range (IQR), %95’lik giiven aralig1 (%95 CI) degerleri

Ortalama + SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 6.89 £2.08 5.84 3.59 4.32-9.48
Iskemi 6.09 +£2.28 5.98 0.49 5.75- 6.44
NAC 8.90 +£3.91 8.85 7.04 2.68-15.12

6.4. GPx Aktivite Ol¢iim Sonuclar

Sol testis dokusunda yapilan GPx aktivitesi Ol¢cimleri sonucunda kontrol
grubunda ortalama GPx aktivitesi 1.62 £ 0.47 U/g protein, uzun donem iskemi
grubunda ortalama GPx aktivitesi 1.23 = 0.22 U/g protein, uzun déonem NAC grubunda
ortalama GPx aktivitesi 1.24 + 0.6 U/g protein olarak belirlendi. Sol testis dokusunda
yapilan GPx aktivite dl¢iimlerinin ortalama degerleri Sekil 17°de gosterilmistir. Ayrica
sol testislerin GPx aktivitelerine ait ortalama + standart sapma (SD), medyan,
interquartile range ve %95’lik giiven araligi Tablo 16’da gdsterilmistir. Sol testislere ait

GPx aktiviteleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamaktadr.
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Sekil 17. Sol testislerdeki GPx aktivitesinin gruplara gore dagili
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Tablo 16. Sol testislerdeki GPx aktiviteleri i¢in ortalama + standart sapma (SD),
medyan, interquantile range (IQR),%95’lik giiven aralig1 (%95 CI) degerleri

Ortalama + SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 1.62 +0.47 1.77 0.90 1.05-2.20
Iskemi 1.23+0.22 1.26 0.42 0.95- 1.50
NAC 1.24 + 0.60 0.99 0.99 0.29- 2.20

Sag testis dokusunda yapilan GPx aktivitesi Olglimleri sonucunda kontrol
grubunda ortalama GPx aktivitesi 1.03 £ 0.13 U/g protein, uzun donem iskemi
grubunda ortalama GPx aktivitesi 2.98 + 0.52 U/g protein, uzun donem NAC grubunda
ortalama GPx aktivitesi 2.08 = 0.22 U/g protein olarak belirlendi. Sag testis dokusunda
yapilan GPx aktivite dl¢limlerinin ortalama degerlerinin ve istatistiksel olarak anlamlilik
derecelerinin gruplara gore dagilimi Sekil 18°de gosterilmistir. Ayrica sag testislerin
GPx aktivitelerine ait ortalama =+ standart sapma (SD), medyan, interquartile range ve

%95’lik gliven aralig1 Tablo 17°de gosterilmistir.
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Sekil 18. Sag testislerdeki GPx aktivitesinin gruplara gore dagilimi.
a: kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlaml1

(iskemi p=0,008, NAC p=0,016).
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Tablo 17. Sag testislerdeki GPx aktiviteleri i¢in ortalama + standart sapma (SD),
medyan, interquantile range (IQR),%95’lik giiven aralig1 (%95 CI) degerleri

Ortalama + SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 1.03+0.13 1.05 0.26 0.86- 1.20
Iskemi 2.98+0.52 3.20 1.00 2.33-3.62
NAC 2.08+0.22 2.06 0.40 1.74- 2.42

6.5. GSH Ol¢iim Sonuclar

Sol testis dokusunda yapilan 6l¢iimler sonucunda kontrol grubunda ortalama GSH
seviyesi 54.36 + 10.15 pg/mL, uzun donem iskemi grubunda ortalama GSH seviyesi
48.24 + 4.09 ng/mL, uzun donem NAC grubunda ise ortalama GSH seviyesi 54.78 +
5.54 pg/mL olarak bulundu. Sol testis dokusunda yapilan GSH degerlerinin
ortalamalarinin gruplara gore dagilimi Sekil 19°da gosterilmistir. Ayrica sol testislerin
GSH degerlerine ait ortalama + standart sapma (SD), medyan, interquartile range ve
%095’lik giiven araligi Tablo 18’de gdsterilmistir. Sol testislere ait GSH degerleri

bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir.
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Sekil 19. Sol testislerdeki GSH degerlerinin gruplara gore dagilimi
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Tablo 18. Sol testislerdeki GSH degerleri i¢in ortalama + standart sapma (SD), medyan,
interquantile range (IQR), %95°lik giiven araligi (%95 CI) degerleri

Ortalama + SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 54.36 +£10.15 55.90 17.05 41.76- 66.96
Iskemi 48.24 +4.09 48.00 6.40 43.16- 53.22
NAC 54.78 £ 5.54 56.55 9.98 45.95- 63.60

Sag testis dokusunda yapilan Slglimler sonucunda kontrol grubunda ortalama
GSH seviyesi 51.13 £ 6.21 pg/mL, uzun donem iskemi grubunda ortalama GSH
seviyesi 42.70 + 2.75 pg/mL, uzun donem NAC grubunda ise ortalama GSH seviyesi
49.90 + 3.20 pg/mL olarak bulundu. Sag testis dokularinda bulunan GSH degerlerinin
ortalamalarinin gruplara gore dagilimi grafiksel olarak Sekil 20°de gosterilmistir. Ayrica
sol testislerin GSH degerlerine ait ortalama =+ standart sapma (SD), medyan,
interquartile range ve %95’lik giiven aralig1 Tablo 19°da gosterilmistir. Sag testislere ait

GSH degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamaktadir.
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Sekil 20. Sag testislerdeki GSH degerlerinin gruplara gore dagilim.
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Tablo 19. Sag testislerdeki GSH degerleri icin ortalama =+ standart sapma (SD),
medyan, interquantile range (IQR),%95’lik giiven aralig1 (%95 CI) degerleri

Ortalama £ SD Medyan IQR %95 CI
Kontrol 51.13 £ 6.21 52.43 12.10 43.42- 58.82
Iskemi 42.70 £2.75 41.10 4.70 39.29- 46.11
NAC 49.90 +3.20 51.40 5.22 44.87- 55.08

6.6 Histopatolojik inceleme

Torsiyon/Detorsiyon ve NAC uygulanan Torsiyon/Detorsiyon gruplarina ait sag

ve sol testisler asagida gosterilmistir (Resim 1, Resim 2).

Resim 1. Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sag ve sol testisler
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Resim 2. NAC uygulanan Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait

sag ve sol testisler

Testis dokularmin 151k mikroskobik degerlendirilmesinde, kontrol grubuna ait sol

testisin normal testis morfolojisi gosterilmektedir (Resim 3).

Resim 3. Kontrol grubuna ait sol testiste, normal seminifer tubul epitel

yapisi (A) ve spermatozoonlar (1) izlendi. (H&E X 200)
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Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sol testis preparatlarinin degerlendirmesinde
seminifer tubullerin germinal epitel tabakasinin dejeneratif degisiklikler gosterdigi,
spermatogenetik hiicrelerin olduk¢a azaldigi, liimende spermatozoonlarin olmadigi,

interstisyel alanda vazokonjesyonun oldugu izlendi (Resim 4).

Resim 4. Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sol testiste, seminifer tubul

germinal epiteli tamamen dokiilmiis (A ), liimende diizensiz

dizilimli germinal hiicreler (1) izlendi. (H&E X 200)
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NAC uygulanan Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sol testis preparatlarinda
dejeneratif seminifer tubul germinal epitel gosteren tubullerin yaninda germinal epiteli
diizenli, limende germinal epitel hiicreleri iceren tubullere rastland1. Interstisiyel alanda

vazokonjesyon azalmigti (Resim 5).

Resim 5. NAC uygulanan uzun donem Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sol testiste,
liimende yer yer spermatozoonlar izlenen diizenli germinal epitel yapist
(A) iceren tubuller yaninda germinal epitel tabakasi diizensiz (1) olan

tubuller bir arada izlendi. (H&E X 200)
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Kontrol grubuna ait sag testis degerlendirmesinde normal testis morfolojisi
izlendi. Seminifer tubullerin germinel epiteli diizglin dizilimli idi. Liimende

spermatozoonlar izlendi (Resim 6).

Resim 6. Kontrol grubuna ait sag testiste, limeninde germinal epitel hiicreleri (A)
ve spermatozoonlar (1) olan diizenli seminifer tubul yapis1 izlendi.

(H&E X 200)
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Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sag testis preparatlarinin degerlendirmesinde,
seminifer tubullerde germinal epitelin imene dogru kiimelenme gosterdigi ve bazi

seminifer tubullerde liimende spermatozoonlarin azalmig oldugu izlendi. (Resim 7).

Resim 7. Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sag testiste yer yer germinal epitel
hiicrelerinin seminifer tubul limenine dogru kiimelenme gosterdigi

tubul yapisi izlendi. (H&E X 200)
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NAC uygulanan Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sag testis preparatlar1 normal

testis seminifer tubul ve interstisiyel alan morfolojisi (Resim 8).

Resim 8. NAC uygulanan Torsiyon/Detorsiyon grubuna ait sag testiste normal

seminifer tubul (A) ve limende spermatozoonlar (1) mevcuttur. (H&E X
200)
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7. TARTISMA ve SONUC

Testis torsiyonu acil tibbi girisim gerektiren vaskiiler bir olaydir (8). Torsiyonun
derecesi ve siiresini baglh olarak ipsilateral testiste fonksiyon kaybi1 ve buna bagli olarak
subfertilite veya ciddi vakalarda tetisin kayb1 gerceklesmektedir (9). Ayrica, tek tarafli
testis torsiyonunda, kontralateral testiste de fonksiyon kaybi ve doku hasari
gozlenmektedir. Temel patolojik mekanizmalar tam olarak ortaya konulamamig
olmasina ragmen, testis torsiyonundaki doku hasarinda iskemi ve reperfiizyon siirecinde
sekillenen ROS’un 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (7,9). Spermatik kordun kendi
etrafinda burkulmasi sonucu, dokuyu besleyen testikiiler arterde kan akimi azalir ve
bolgede sisme, kizariklik, agri, dejenerasyon ve nekroz gibi iskemik degisiklikler
gerceklesir (3,7). Iskeminin siddeti torsiyonun derecesiyle orantiidir. Deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda, 720° torsiyonun ipsilateral testiste kan akimini
tamamen durdurdugu ve torsiyonun 4 saati gectikten sonra dokunun nekroze oldugu ve
geri donilisiimiin miimkiin olmadig1 gosterilmistir (7). Ancak hipotermiye maruz kalan
ratlarda uzun donem testikiiler doku hasarinda azalma gozlendigi de bildirilmistir (69).
Iskemiye ugramis testis dokusunda, dokuya gelen oksijen miktarindaki azalmaya bagli
olarak ATP iiretiminde azalma vardir. Hiicre i¢i iyon dengesini saglayan ATP bagimli
membran pompalarindaki yetersizlik sonucu iyon dengesi bozulur ve hiicre igine Ca™
konsantrasyonu artar ve bu silirecin sonunda ksantin dehidrogenaz enzimi siiperoksit
ireten bir enzim olan ksantin oksidaza doniisiir (39). Ayrica, iskemi komplement
sistemi aktiflestirir ve kemoatraktan bilesiklerin salgilanmasini uyarir. Bolgeye yine
siiperoksit tireten polimorfniikleer lokositlerin gocli gerceklesir (3). Ancak testis
torsiyonundaki asil doku hasar1 reperflizyonu takip eden siirecte gerceklesir. Bolgenin
yeniden kanlanmasma bagli olarak, XO ve mitokondriyal elektron tranport zinciri
tarafindan siiperoksit tiretimi artar. Stiperoksitin yikici etkisinin yani sira, iskemi sonucu
artan mikrovaskiiler permeabilite artis1 ve bozulmus vazoregiilasyonda hasarin
bliylimesinde Onemli rol oynar. Hasarin biyiikligiine gore paransimal hiicre
disfonksiyonu ve nekroz gelisir (7,39). Diger dokularda oldugu gibi testis dokusunda da
bulunan antioksidan savunma sistemi olusan hasara karsi dokuyu korumaya calisir.
Deneysel torsiyon ¢alismasinda, birgok antioksidan ozellikli bilesik antioksidan

savunmay1 giiclendirmek icin kullanilmistir (15).
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NAC tiyol grubu igeren kiiclik bir molekiildiir. Hiicre membranlarindan kolaylikla
gecer ve toksititesi diisiiktiir. Genel olarak asetaminofen zehirlenmesinde kullanilan
antidot olarak bilinir. Mukolitik bir ila¢ olarak 1960’1 yillarda piyasaya ¢ikmistir.
Sonraki yillarda antioksidan 6zelligi kesfedilen NAC serbest radikalleri temizleyici ve
glutatyon Onciilii olarak, oksidatif bilesiklere karsi 6nemli bir savunma sistemi olusturur
(60,70). Bu oOzelliklerinden dolayr bircok iskemi-reperflizyon caligmalarinda
kullanilmistir (4,10,71). Boliimiimiizde 2006 yilinda yapilan ¢alismada, akut testikiiler
torsiyonda NAC’1n lipid peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan savunma sistemini
glutatyon peroksidaz aktivitesini artirarak giliclendirdigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada,
reperflizyon oncesi NAC uygulamasinin SOD ve CAT aktivitelerinde 6nemli bir
degisiklik yapmazken, GPx aktivitesini anlamli derecede yiikselttigi ve MDA

seviyelerini de reperflizyon grubuna gore diisiirdiigii bulunmustur (10).

Deneysel testis torsiyonunda kullanilan antioksidan o6zellikli bilesiklerin uzun
donem etkilerini inceleyen caligmalar olduk¢a smirhidir. Yapilan bu caligmalarin hig
birinde antioksidan enzimler 6l¢iilmemis, doku hasar1 ¢ogunlukla histopatolojik olarak
ve MDA 6l¢limii yapilarak degerlendirilmistir. Abraham ve arkadaslarinin yaptigi uzun
donem c¢alismada allopurinol, asetilsalisilik asit, askorbik asit ve kuersetin gibi
bilesiklerin etkinligi farkli hayvan tiirlerinde, farkli torsiyon derecelerinde ve
siirelerinde incelenmistir (72). Turner ve arkadaslar: ratlarda yaptiklar1 iki aylik bir
calismada, allopurinoliin 720° lik torsiyonu takiben bir saatlik iskemik hasar1 6nlemede
basarisiz oldugunu bildirmislerdir (73). Ancak, Abraham ve arkadaslarinin tavsanlarda
farklr bilesiklerin etkinliklerini belirlemek amaciyla yaptiklar: iki aylik bir ¢aligmada,
sadece allopurinoliin klemp kullanilarak olusturulan bir saatlik iskemi hasarmi
onlemede basarili oldugunu gostermiglerdir. Yine ayni calismacilarin deneklere
intravendz uyguladiklar1 SOD’a kars1 elde ettikleri sonuglarda birbirinden farklidir (72).
Bu farkliliklarin altinda kullanilan hayvan tiirlerini farkliligi kadar torsiyon derecesi ve
siiresinin de farklilig1 vardir. Turner ve arkadaslar1 yaptiklar1 kapsamli bir ¢alismada,
torsiyon derecesi ve siiresinin testis dokusuna olan etkilerini incelemislerdir. Bu
caligmada, 6zellikle 720° lik torsiyonda bolgeye ulasan kan akiminin tamamen kesildigi
ve 4 saati gecgen siirelerde ipsilateral testiste geri doniisiimsiiz hasar ve testis

fonksiyonlarinda kayip meydana geldigi gosterilmistir (8).
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Kontralateral testisin tek tarafli testis torsiyonunda hasar gordigi, karsit goriisler
olmakla beraber genel olarak kabul gérmiistiir (7). Torsiyonu takiben kontralateral
testiste germinal epitelyumda apoptozun artmasi, atrofik Leydig hiicreleri,
spermatidlerde malformasyon ve Sertoli hiicrelerinde patolojik degisiklikler gibi
anormallikler godzlenir. Ipsilateral testisteki torsiyonun kontralateral testisi nasil
etkiledigi kesin olarak bilinmemekle beraber, bozulan kan-testis bariyerinin sonucu
apoptozu uyaran faktorlerin ve otoimmun olaylarin bu siirecte dnemli oldugu ifade
edilmektedir (7,8). Son donemlerde kontralateral testisteki hasar1 agiklamada kullanilan
bir bagka teori de refleks vazokonstriksiyondur. Bu teoriye gore stres altindaki
spermatik kord sempatetik aracilikla kontralateral testiste spermatik damarlarin

konstriksiyonunu uyararak iskemiye sebep olmaktadir (9).

Biz ¢alisgmamizda 4 saatlik ve 720° torsiyonun ve NAC kullaniminin ipsilateral ve
kontralateral testislerdeki biyokimyasal ve histolojik etkilerini inceledik. Bu ¢alismayla
ilk kez uzun donem testis dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri degerlendirildi.
Yine ¢alismamiz NAC’1n uzun donem testis torsiyonundaki etkilerinin arastirildig ilk

calismadir.

MDA lipid peroksidasyonunun son triiniidiir ve oksidatif doku hasarinin hassas
bir gostergesidir (21). Testisler yiiksek lipid iceriginden dolay1 (6zellikle 20:4 ve 22:6
doymamis yag asitleri) oksidatif strese yatkin bir dokudur. Akut testis torsiyon
calismalarinin tamamimna yakminda istatiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
bulunmustur (7,8,10). Calismamizda ipsilateral testisteki torsiyon grubunda MDA
seviyelerini kontrol grubuna gore anlamli seviyede diisiik bulduk (p=0.016). Uzun
donem testis torsiyonu caligmalarinda MDA torsiyon gruplarinda ytiksek bulunmustur
(72,74). Ancak bu calismalarda torsiyon siiresi bir saattir. Yukarida bahsedildigi gibi
torsiyon siiresi doku hasarinda olduk¢a 6nemli bir parametredir. Iskemi grubunda sol
testis atrofiye olmustur. Histolojik incelemede iskemik testiste doku hasar1 agikca
goriilmektedir. Bu hasarin MDA seviyelerine yansimamasinda atrofiye olmus testisteki
doku bilesimindeki degisikliklerin etkili oldugunu kanaatindeyiz. Yine NAC uygulanan
grupta MDA seviyeleri daha diisiik bulunmustur. Her iki dokunun da atrofiye oldugu
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g0z Oniine alinirsa kontrolden bagimsiz olarak, NAC uygulamasi MDA degerlerini

disiirmiistiir. Histolojik goriintiilerde bu bulguyu desteklemektedir.

Sag testisteki MDA degerlerinde gruplar arasinda anlamli degisiklikler
gozlenmemistir. Turner ve arkadaslari bizim de kullandigimiz torsiyon modelini
kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada kontralateral testiste iki aym sonunda histolojik olarak
herhangi bir degisiklik bulamamiglardir (8). Abraham ve arkadaslar1 tarafindan bir
saatlik torsiyonla gerceklestirilen ¢alismada sag ve sol testislerde MDA yoniinden fark

bulunamamaistir (72).

Testisler metabolizmalar1 ve fonksiyonlar1 geregi mitokondrilerinde veya ksantin
oksidaz, NADPH oksidaz ve sitokrom P450 sistemleri ile siirekli olarak ROS
iretmektedir. Bu molekiillerin dokuya hasar verme riskine karsi, testis dokusu
enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusan oldukca karisik bir antioksidan
savunma sistemiyle donatilmistir. Bu sistemin bir pargasi olan SOD, O,". anyonunu
H,0,’e doniistiiriir. Testis dokusunda klasik olarak bilinen sitozolik (Cu/Zn SOD) ve
mitokondriyal (Fe/Mn SOD) SOD’un disinda, 6zellikle Sertoli hiicreleri olmak iizere
esey hiicrelerinden ekstraselliler SOD (SOD-Ex)’da iretilmektedir (33,35).
Calismamizda sol testiste iskemiye bagli olarak SOD aktivitesini diisiik bulmamiza
ragmen bu azalma istatiksel olarak anlamli degildir (p=0.401). Sag testiste de gruplar
arasinda fark bulunamadi. Akut deneysel testis torsiyonu c¢alismalarinin ¢ogunda
reperflizyonu takiben SOD aktivitesinde azalma gézlenmistir (7,10,76). Bu azalisin asir1
iiretilen siiperoksit anyonunun hizlica H,O, cevrilmesi ve bu molekiilin SOD

iizerindeki inhibitor etkisinin bir sonucu olabilecegi ifade edilmistir (19).

CAT hiicre organellerinde 6zellikle mitokondri ve peroksizomlarda bulunan bir
enzimdir ve H,O,’nin suya doniisiimiinii katalizler (14). Sitozolik aktivitesi eritrositler
disinda oldukea diisiiktiir. Siiperoksit anyonu tarafindan aktivitesi inhibe edilir (55).
Calismamizda sol testiste CAT aktivitesi detorsiyonu takiben iki ayin sonunda hem
iskemi grubunda hem de NAC uygulanan grupta yiiksek bulunmasina ragmen sadece
NAC grubunda yliikselis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.016). Sag testisteki
CAT aktivitesi yoniinden herhangi bir farklilik gézlenmedi.
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GPx, CAT gibi H,0,’y1 suya indirgeyen sitozolik bir enzimdir. Mitokondri ve
niikleer fraksiyonda da GPx aktivitesi bulunur. Aktif bolgesinde sistein rezidiisiine bagli
Se bulunur. Testislerde yapilan iskemi-reperfiizyon ¢alismalarinda reperfiizyon oncesi
Se uygulamasi lipid peroksidayonunu azaltir ve histopatolojik profilde iyilesmeye sebep
olur. GPx glutatyon bagimlidir, normal fonksiyonu i¢in indirgenmis glutatyona ihtiyac
duyar (14,15). ipsilateral testiste olusan H,O,’ ye kars: en etkili antioksidan enzimdir.
Bunda hiicre ici lokalizasyonunun ve H,0O, ilgisinin CAT dan fazla olmasi1 dnemlidir.
Ayrica CAT’dan farkli olarak siiperoksit anyonunun inhibisyonuna ugramaz (55).
Yapilan akut deneysel torsiyon calismalarmin cogunda GPx aktivitesi reperfiizyon
sonrasi yiiksek bulunmustur (10,15). Calismamizda sol testiste gruplar arasinda anlamli
bir fark bulunamamistir. Sag testiste ise akut torsiyon caligmalarina benzer sekilde GPx
aktivitesi iskemi ve NAC grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli seviyede

yiiksek bulunmustur (sirasiyla p=0.008, p=0.016).

Glutatyon tiyol grubu igeren ve suda ¢oziilebilen bir tripeptittir. Hemen hemen her
hiicre tipinde sentezlenmesine ragmen asil sentez yeri karacigerdir. Hiicrelerde
glutatyon serbest ve proteinlere bagli olarak bulunur. Glutatyonun ana fonksiyonu
hiicresel bilesenleri normal metabolizma sirasinda olusan hidroperoksitlerin hasarina
karst1 korumaktadir. Hiicrelerde glutatyonun biiyilk bir kismi aktif formu olan
indirgenmis glutatyon (GSH) seklinde bulunur. Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)
miktar1 azdir ve esas olarak aktif olan glutatyon rediiktaz tarafindan GSH’a ¢evrilir.
Glutatyon rediiktaz oksidatif stres tarafindan indiiklenen bir enzimdir (62). Testis
torsiyonu ¢alismalarinda doku GSH miktarlar1 diisiik bulunmustur (7,75). Calismamizda
hem sol hem de sag testiste GSH seviyeleri yoniinden gruplar arasinda bir farklilik
bulunamamistir. NAC uygulamasinin reperflizyondan sonra alt1 giin devam etmesi ve
kalan iki ay boyunca uygulanmamis olmast GSH miktar1 iizerine NAC etkisinin

olmamasina baglanabilir.
Yukarida bahsedilen sonucglar dogrultusunda testis torsiyonunun uzun dénemde

ipsilateral ve kontralateral testis lizerine etkilerini inceledigimiz c¢alismada asagidaki

sonuglara varilmistir.
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Torsiyon gergeklesen testisin literatiir bilgilerine uyumlu olarak atrofiye olmustur.

Kontralateral tetiste gozle gériinen morfolojik bir degisiklik yoktur.

Antioksidan enzim aktiviteleri yoniinden ipsilateral testiste CAT aktivitesinde ve
kontralateral testiste GPx aktivitesi yiiksek bulunmustur. Diger Sl¢iilen parametreler
yoniinden bir farlilik bulunmamaktadir. Akut torsiyonda doku hasarini gostermekte
dogrudan hiicre kaynakli olmalarindan dolay1 biyokimyasal parametrelerin, uzun donem
torsiyonda ise histopatolojik bulgularin doku hasarmin degerlendirilmesinde daha
belirleyici olabilecegi fikrindeyiz. Torsiyonu takip eden siiregte inflamatuar sitokinlerin
antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarinda degisikliler yapacagi muhakkaktir. Ancak
iki aylik siirenin sonunda dokunun iyilesme doneminde antioksidan enzim aktiviteleri
doku hasarmni yansitmamaktadir ve bu yonleriyle testis torsiyonunun uzun donem
etkilerinin arastirilmasinda uygun parametreler olmayabilirler. Ancak, protein karbonil
grubu ve 8-OH deoksiguanozin gibi daha uzun siire yiiksek kalan oksidatif stres
belirtegleri uzun donem testis torsiyonuna bagli doku hasarini gostermede daha etkili

faktorler olabilir.

Bir¢ok c¢alismada etkili bir antioksidan olarak kullanilan NAC uygulamasmin,
calismamizda deney gruplarinda herhangi bir etkinligi gdzlenmemistir. Iki aylik siire
icerisinde reperfiizyon Oncesi de dahil olmak iizere sadece alt1 giin kullanilan bu
bilesigin uygulama siiresindeki kisalik etkinliginin ortaya konmasinda smirlayici bir
faktor olabilir. Ancak bizim kullandigimiz ¢alisma modelinde antioksidan enzimler

iizerine bir etkisi bulunamamastir.
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8. SONUCLAR ve ONERILER

1. Ipsilateral testis atrofiye olmustur.

2. Ipsilateral testisteki torsiyon grubunda MDA diizeyleri kontrol grubuna gore
diistik bulunmustur.

3. Ipsilateral testisteki CAT aktivitesi kontrol grubuna NAC grubunda yiiksek
bulunmustur.

4. Kontralateral testiste GPx aktivitesi kontrol grubuna gore iskemi ve NAC
gruplarinda yiiksek bulunmustur.

5. Testis torsiyonunda uzun donem doku hasarmin degerlendirilmesinde
biyokimyasal parametrelerden protein karbonil grubu ve 8-OH deoksiguanozin
diizeyleri daha etkili parametreler olabilir.

6. Farkli torsiyon siirelerinde ve derecelerinde yapilabilecek uzun donem
calismalarla doku hasarinin degerlendirilmesinde biyokimyasal parametrelerin etkinligi
daha saglikli sekilde degerlendirilebilir.

7. Farkl torsiyon derece ve siirelerinin uygulandigi uzun dénem deneysel testis
torsiyonu ¢aligsmalarinda, yapilacak GSSG ve GSH o6l¢iimleri ile GSH/GSSG oranindaki
degisiklikler bulunarak ipsilateral ve kontralateral testislerin maruz kaldig1 oksidatif
stresin siddeti degerlendirilebilir.

8. Uzun donem testis torsiyonu calismalarmda NAC’in daha uzun siire

uygulanmasi ile doku hasarina karsi etkinligi daha net bir sekilde ortaya konulabilir.
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